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論文内容要旨
 研究目的及び方法
 血管内皮増殖因子(VEGF)のレセプターであるFlt-1とKDRIFlk-1の,マウスの発生にお
 ける役割についてはgenetargetingによる成績が報告されている。Flk-1遺伝子の欠損マウスは
 ホモ接合体において,血管形成の最も初期の卵黄嚢での血島の形成が見られず,また胎仔にも内
 皮細胞や血球細胞が全く出現することなく胎生初期に死亡する。これに対してFlt4遺伝子欠損
 マウスのホモ接合体においては,幹細胞から内皮細胞へは分化するが正常の血管は構築されず,
 内皮細胞が血管腔内に異常増殖し胎生初期に死亡する。このようにFlt-1とKDR/Flk-1とはい
 ずれも胎生期の血管形成にかかわっているが,その役割は異なっていることが明らかとなってい
 る。しかしながら,分化した内皮細胞における機能的な役割については,いまだ明らかとなって
 いない。本研究は,抗ヒトFlt-1およびKDR単クローン中和抗体を作製し,これを用いて細胞
 生物学的,分子生物学的手法により,VEGFのヒト血管内皮細胞に対する作用と刺激伝達につ
 いて,Flt-1とKDRの機能的役割を明らかとすることを目的とする。
研究結果
 今回作製した抗ヒトFlt-1およびKDRマウス単クロrン抗体(抗Flt-1mAb及び抗KDR
 mAb)は,VEGFによるFlt-1およびKDRの自己燐酸化を以下の様に抑制した。すなわち1
 μg/mlの抗Flt-1mAbはFlt-1の自己燐酸化を完全に抑制し,10μg/m1の抗KDRmAbは部
 分的に,30μg/mlの抗KDRmAbは完全にKDRの自己燐酸化を抑制し,中和活性があること
 が明らかとなった。さらに10μg/mlの抗KDRmAbに1μg/mlの抗Flt-1mAbを加えると,
 KDRの自己燐酸化は完全に抑制され,VEGFのレセプターはFlt-1ホモダイマーとKDRホモ
 ダイマーに加えて,Flt-1/KDRヘテロダイマーが存在することが示唆され,VEGF刺激でKDR
 とFユt4が共沈することで証明された。
 VEGFはヒト臍帯静脈内皮細胞において,細胞遊走,血管新生に関連する諸遺伝子の発現誘
 導,さらに細胞増殖を促進する。
 細胞遊走については,抗Flt-1mAbによって細胞遊走が完全に抑制されること,さらに
 VEGFでFlt-1ホモダイマー依存的にp38MAPKが活性化され,p38MAPKの選択的な阻害剤
 であるSB203580によっても細胞遊走が同様に抑制されることから,Flt-1ホモダイマー→p38
 MAPKという伝達経路が細胞遊走を調節していると考えられた。
 この経路は細胞骨格においてactinの再構成を調節し,このことを介して遊走能を調節してい
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 ると考えられた。KDRホモダイマーとFlt-1/KDRヘテロダイマーは,focaladhesionkinase
 (FAK)とpaxillinの燐酸化を調節しており,さらにvinculinの接着斑への集積も調節していた
 ことから,これらの細胞接着を介して遊走能を調節していると考えられた。この経路はERKを
 活性化するMEKの選択的阻害剤PD98059で抑制されず,さらに上流にあるPKCの選択的阻害
 剤GF109203Xで抑制された。つまりKDRホモダイマーとFlt-1/KDRヘテロダイマー→PKC
 →FAKとpaxillinの燐酸化及びvinculinの接着斑への集積→細胞接着を介した細胞遊走の調節,
 という経路が考えられた。
 さらに,KDRホモダイマーとFlt-1/KDRヘテロダイマーは,DNA合成とEts-1,MMP-1,
 Flt-1の遺伝子発現を調節し,この調節にはFlt-1/Flt-1ホモダイマーは全く関与していなかった。
 これらDNA合成と遺伝子発現の誘導は,ERKを活性化するMEKの選択的阻害剤PD98059で
 抑制され,さらに上流にあるPKCの選択的阻害剤GFlO9203Xでも抑制された。すなわちKDR
 ホモダイマーとFlt-1/KDRヘテロダイマー→PKC→ERK→DNA合成と遺伝子発現の誘導,と
 いう経路が明らかとなった。
 研究の意義
 本研究によって,VEGFレセプターであるFlt-1とKDRは,VEGF刺激によってFlt-1ホモ
 ダイマーとKDRホモダイマーのみならずFlt-1/KDRヘテロダイマーも形成することが明らか
 となった。また,VEGFの刺激伝達を担っているのかどうか議論のあったFlt4が,実際に刺激
 1云達をしていることが証明された。さらに,Flt-1とKDRは,Flt-1ホモダイマーがp38MAPK
 の活性化とactinの再構成を介して細胞遊走を調節し,KDRホモダイマーとFlt-1/KDRヘテロ
 ダイマーはPKC-ERK依存的にDNA合成と血管新生関連諸遺伝子の発現促進を調節しており,
 またPKC一依存的一ERK非依存的に細胞接着を介して細胞遊走を調節していることが明らかと
 なった。このように,VEGFのヒト血管内皮細胞に対する作用と刺激伝達についてのFlt-1と
 KDRの機能的役割は,現在まで報告されておらず本研究が初めてのものである。
 一263一
 審査結果の要旨
 本論文は,血管内皮増殖因子(VEGF)のレセプターであるFlt-1のKDRの抗ヒトマウス単
 クローン中和抗体を作成し,これを用いてVEGFのヒト血管内皮細胞に対する作用と刺激伝達
 について,分子生物学的に明らかにしたものである。
 新たに作成した抗ヒトFlt-1およびKDRマウス単クローン抗体の特異的な中和活性を検証し
 た上で,ヒト臍帯静脈内皮細胞を用いて細胞生物学的にVEGFの細胞遊走,細胞増殖促進作用
 に関連するレセプターを検討し,分子生物学的に血管新生関連遺伝子の発現誘導を促進するレセ
 プターを検討している。その過程で,レセプターのホモダイマーのみならずヘテロダイマーも存
 在することをあきらかにし,また,刺激伝達に関与しているかどうか議論のあったFlt-1が,実
 際に刺激伝達を担い,細胞生物学的には細胞骨格の再構成を介した細胞遊走を調節していること
 を証明するなど重要な新しい知見も本論文で報告されている。論文の内容,構成ともしっかりと
 整っており,学位に値する。
 VEGFは,腫瘍細胞の分泌するVPF(vascularpermeabHItyfactor;血管透過性亢進因子)
 として,また,下垂体濾胞細胞培養上清中の内皮細胞特異的な増殖因子VEGFとして見い出さ
 れ,さまざまな生理的,病理的プロセス(胎生期における循環器系の形成や組織形成,成熟固体
 の性周期,胎盤形成,創傷治癒,腫瘍の増殖,心筋虚血,糖尿病性網膜症,リウマチなどの慢性炎
 症性疾患など)における血管形成(血管新生と脈管新生)で重要な役割を果たすことが知られて
 おり,血管新生誘導因子として現在最も注目されている物質である。本論文はVEGFの細胞生
 物学的作用機序と刺激伝達におけるFlt-1,KDRレセプターの機能的役割を明らかにしており,
 VEGFの臨床応用を考える際にも重要な示唆を与えるものであると考える。
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